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RESUMO 

 

Os cálices do hibisco possuem uma grande quantidade de compostos bioativos responsáveis 

pela sua atividade antioxidante. O presente trabalho teve como objetivos a obtenção de 

extratos contendo esses compostos bioativos em solução aquosa com 2 % de ácido cítrico por 

extração assistida por micro-ondas (EAM) e o encapsulamento desses extratos por atomização 

e liofilização utilizando polidextrose (PD), proteína isolada do soro de leite (WPI) e a mistura 

destes na concentração de 10 %. Previamente foram estudados três métodos de extração, o 

primeiro usando somente EAM a 200, 300 e 700 W de potência, e tempos de 2, 5 e 8 minutos; 

o segundo consistiu de dois períodos, a extração aquosa ácida com tempos de 1, 2, 4, 6, 18 e 

24 horas seguida de EAM nas potências de 200, 300 e 700 W; o terceiro consistiu de EAM 

seguida de extração aquosa ácida, nos mesmos tempos e potências citados para o segundo 

método. Os resultados indicaram que a melhor condição do primeiro método foi a 700 W e 8 

min, do segundo método realizada a 6 horas de extração aquosa ácida, seguida de EAM a 700 

W por 8 min e do terceiro método, EAM a 700 W por 8 min seguida de 6 horas de extração 

aquosa ácida. Quando os três métodos foram comparados, a melhor condição de extração foi 

aquela obtida no terceiro método: 1,63 mg delfinidina-3-sambubiosídeo · g
-1

; 29,62 mg EAG · g
-1

; 

133,25 μmol ET · g
-1

 para antocianinas, fenólicos totais e atividade antioxidante por ABTS, 

respectivamente. Para avaliar o efeito da extração obtida somente por EAM, os extratos 

obtidos por extração exaustiva com metanol por 25 min e EAM a 700 W e 8 min foram 

quantificados por HPLC-DAD-ESI-MS/MS, sendo encontrados 13 compostos (6 ácidos 

fenólicos, 2 antocianinas e 5 flavonóides derivados da quercetina, kaempferol e miricetina). 

Os compostos fenólicos majoritários foram o ácido 3-cafeoilquínico (2,58 e 1,32 mg · g
-1

) e 

ácido 5-cafeoilquínico (1,71 e 0,90 mg · g
-1

) para extração exaustiva e EAM, respectivamente. 

Esse mesmo extrato (700 W e 8 min) foi encapsulado por atomização (160 °C) e liofilização 

(- 68 °C por 54 horas). Os pós obtidos foram avaliados quanto aos teores de compostos 

fenólicos totais, antocianinas monoméricas totais, atividade antioxidante (ABTS, DPPH e 

HRSA), medidas por análises espectrofotométricas, atividade de água, umidade, 

higroscopicidade, solubilidade, eficiência de encapsulação, cor, análise termogravimétrica, 

temperatura de transição vítrea, espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier 

(FTIR) e microestrutura (MEV). Os pós atomizados tiveram menor atividade de água (0,14 a 

0,17), umidade (3,4 a 4,5 %), higroscopicidade (23,9 a 34,1 %), solubilidade (86 a 98,2 %) e 

eficiência de encapsulação (51,62 a 84,52 %) do que os pós liofilizados. Os resultados do 

FTIR mostraram que os encapsulantes não interagiram quimicamente, visto que não foram 



 

observados mudanças na frequência dos picos; as provas termogravimétricas indicaram que os 

pós apresentaram a mesma tendência nas perdas de massa. Na análise de microestrutura foi 

observado um melhor desempenho nas micropartículas atomizadas com PD, as quais 

mostraram partículas mais esféricas e sem tendência de atração e aderência entre si. Foram 

obtidas retenções de 38 a 77 % para antocianinas monoméricas totais, 42 a 89 % para 

compostos fenólicos totais, e entre 33 e 90 % para atividade antioxidante nos pós obtidos. O 

pó encapsulado liofilizado com 10 % de polidextrose mostrou uma maior retenção de 

antocianinas (77 %), atividade antioxidante por DDPH (90 %) e HRSA (74 %), entretanto 

com maior higroscopicidade (39,4 %). As provas aceleradas de estocagem (umidades relativas 

de 75 e 90 % em temperaturas de 40 e 60 °C) realizadas em todos os pós encapsulados, após 

30 dias, indicaram que o tratamento liofilizado com 10 % de PD foi o que apresentou 

melhores resultados a essas condições, retendo 75 % dos compostos fenólicos, com atividades 

antioxidantes medidas por ABTS, DPPH e HRSA de 75, 90 e 74 %, respectivamente, 

existentes no extrato original. O pó obtido tem potencial para aplicação em alimentos, 

portanto, devido ao hibisco ser uma matriz com ampla composição de compostos bioativos. 

 

Palavras-chave: hibisco, extração assistida por micro-ondas, compostos bioativos, 

microencapsulamento, estabilidade. 



 

ABSTRACT 

 

The hibiscus calyces contend a high quantity of bioactive compounds responsible for their 

antioxidant activity. The present paper was aimed the production of extracts containing those 

bioactive compounds in acidified aqueous solution 2 % of citric acid by microwave assisted 

extraction (MAE) and the encapsulation of those extracts by spray drying and freeze-drying 

using polydextrose (PD), whey protein isolate (WPI) and their  mixture  in the concentration 

of 10 %. Previously three methods of extraction were studied, the first using only MAE at 

200, 300 and 700 W of power, and times of 2, 5 and 8 minutes; the second consisted of two 

steps, the acid aqueous extraction with times of 1, 2, 4, 6, 18 and 24 hours followed by MAE 

at the powers of 200, 300 and 700 Watts; the third consisted of MAE followed by acid 

aqueous extraction, in the same times and powers mentioned for the second method. The 

results indicated that the best condition of the first method was 700 W and 8 minutes, the 

second method performed at 6 hours of acid aqueous extraction, followed by MAE at 700 W 

for 8 minutes and the third method, MAE at 700 W for 8 minutes followed by 6 hours of acid 

aqueous extraction. When the three methods are compared, the best condition of extraction 

was obtained in the third method: 1.63 mg delphinidin-3-sambubioside · g
-1

; 29.62 mg GAE · g
-1

; 133.25 

μmol TE · g
-1

 for total monomeric anthocyanins, total phenolic compounds and antioxidant 

activity by ABTS, respectively. To evaluate the effect of the extraction obtained only by 

MAE, the extracts obtained by exhaustive extraction with methanol for 25 minutes and MAE 

at 700 W and 8 minutes were quantified by HPLC-DAD-ESI-MS/MS, was found 13 

compounds (6 phenolic acids, 2 anthocyanins and 5 flavonoids derived from quercetin, 

kaempferol and myricetin). The phenolic compounds majorities were acid 3-caffeoylquinic 

(2.58 e 1.32 mg · g
-1

) and acid 5-caffeoylquinic (1.71 e 0.90 mg · g
-1

) for exhaustive 

extraction and MAE, respectively. That same extract (700 W and 8 minutes) was encapsulated 

by spray drying (160 ºC) and freeze-drying (- 68 °C for 54 hours). The obtained powders were 

evaluated about the levels of total phenolic compounds, total monomeric anthocyanins, 

antioxidant activity (ABTS, DPPH e HRSA), measured by spectrophotometric analysis, water 

activity, moisture, hygroscopicity, solubility, encapsulation efficiency, color, 

thermogravimetric analysis, glass transition temperature, Fourier transform infrared 

spectroscopy (FTIR) and microstructure (MEV). The spray dried powders had lower water 

activity (0.14 to 0.17), moisture (3.4 to 4.5 %), hygroscopicity (23.9 to 34.1 %), solubility (86 

to 98.2 %) and encapsulation efficiency (51.62 to 84.52 %) than the freeze-dried powders. 

The results of FTIR showed that the encapsulants did not interact chemically, since changes 



 

were not observed on the frequency of the peaks; the thermogravimetric tests indicated that 

the powders presented the same tendency on the mass loss. On the microstructure analysis a 

better perform was observed on the spray dried microparticles with PD, which showed more 

spherical particles and with no tendency of attraction and adherence between them. Were 

obtained retentions of 38 to 77 % for total monomeric anthocyanins, 42 to 89 % for total 

phenolic compounds and between 33 and 90 % for antioxidant activity in the obtained 

powders. The encapsulated power by freeze-drying, with 10 % of polydextrose, was showed 

higher retention of anthocyanins (77 %), antioxidant activity by DDPH (90 %) and HRSA (74 

%), however with higher hygroscopicity (39.4 %). The accelerated tests of storage (relative 

humidity of 75 and 90 % in temperatures of 40 and 60 ºC) performed in all the encapsulated 

powders, after 30 days, indicated that the freeze-drying treatment with 10 % of PD has the 

best behavior in those conditions, retaining 75 % of the phenolic compounds, with antioxidant 

activities measured by ABTS, DPPH and HRSA of 75, 90 and 74 %, respectively, present in 

the original extract. The obtained powder has potential for application in foods, therefore, due 

to the hibiscus being a matrix with ample composition of bioactive compounds. 

 

Keywords: hibiscus, microwave assisted extraction, bioactive compounds, 

microencapsulation, stability. 
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INTRODUÇÃO 

 

É uma tendência mundial de que os alimentos sejam vistos não apenas como fonte de 

nutrientes com apelo sensorial, mas como fonte de bem-estar e saúde para os indivíduos 

(Favaro-Trindade et al., 2008). O consumo de alimentos funcionais é de fundamental 

importância para proporcionar à população um envelhecimento com melhor qualidade de 

vida, minimizando problemas de saúde e a patogênese de várias doenças relacionadas à idade 

(OMS, 2007; Mecocci et al., 2000). O desenvolvimento de novos alimentos funcionais requer 

o uso de tecnologias que incorporem ingredientes bioativos em alimentos, sem reduzir a sua 

biodisponibilidade e funcionalidade (Poshadri e Kuna, 2010; Rein et al., 2012) 

Estudos sobre o papel do estresse oxidativo no desenvolvimento de um número de 

doenças graves, tais como determinados tipos de cancro, cardiovasculares e degenerativas, 

assim como à ação dos antioxidantes, presentes nos alimentos, contra estas doenças tem sido 

estudados (Barhé e Tchouya, 2016; Li et al., 2014; Dijk et al., 2016). Devido a essas 

descobertas, hoje em dia as pessoas começam a ter uma maior preocupação com a saúde, 

resultando numa reeducação alimentar e a procura de alimentos funcionais para compor as 

refeições (Nachtigall et al., 2004; Sun, 2008; Denver e Christensen, 2015). 

Os compostos bioativos possuem ação metabólica ou fisiológica específica sobre o 

crescimento, desenvolvimento, manutenção de um organismo vivo, tecido ou célula 

(BRASIL, 2002). Os compostos bioativos são obtidos a partir de fontes naturais e 

classificados em diferentes categorias em base a sua estrutura e funções químicas: 

carotenoides, compostos fenólicos, alcaloides, compostos contendo nitrogênio e compostos 

organossulfurados (Hamri et al., 2011; Jeong et al., 2015). Dentre estes compostos bioativos, 

os polifenóis ganham atenção por demonstrarem diversos efeitos benéficos na saúde humana, 

tais como atividades antioxidante, anti-inflamatória e imunomoduladoras (Morton et al., 

2002; Shayganni et al., 2016; Wahyuningsih et al., 2017). Alguns desses compostos fenólicos, 

como as antocianinas, são considerados potenciais corantes naturais, em substituição aos 

corantes sintéticos, podendo ser utilizados na indústria (Fang e Bhandari, 2010).   

Os compostos bioativos são amplamente utilizados na preparação de suplementos 

alimentares, ingredientes alimentares funcionais, corantes, aditivos alimentares, produtos 

farmacêuticos e cosméticos (Cissé et al., 2012; Kalla et al., 2015). Um dos métodos mais 

empregados para a separação é a extração por solventes sob altas temperaturas, sendo os 

solventes mais utilizados o metanol, etanol, acetona, água, acetato de etila, propanol, 

dimetilformaldeído e suas combinações (Naczk e Shahidi, 2004). Entretanto, o uso de 
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solventes orgânicos apresenta uma série de desvantagens, tais como toxicidade, volatilidade e 

inflamabilidade (Ricárdez et al., 2011). Com o intuito de evitar o emprego de altas 

temperaturas e aumentar as taxas de extração têm sido propostos os métodos de extração 

assistida por micro-ondas, ultrassom e de fluidos supercríticos e comprimidos (Dai e Mumper, 

2010). 

O interesse pela obtenção de compostos bioativos mediante extração assistida por 

micro-ondas tem aumentado (Terigar et al., 2010; Petigny et al., 2014; Xiong et al., 2016). 

Esta tecnologia se baseia na penetração das micro-ondas na matriz, interagindo com as 

moléculas polares, tais como água, que faz com que elas se agitem e se friccionem, 

produzindo calor e o aumento da pressão no interior das células das plantas, resultando no 

aumento da difusão e transferência do solvente através da matriz celular, que leva a ruptura 

das células e a consequente liberação dos compostos bioativos (Wu et al., 2012), reduzindo 

assim, o tempo de extração, com a consequente redução do uso de energia se comparado com 

os métodos convencionais de separação por aquecimento. 

Após separação dos compostos bioativos de suas matrizes, o estudo dos métodos de 

proteção e dos mecanismos de liberação controlada dessas moléculas durante o 

processamento, armazenamento e o metabolismo, estão entre os grandes desafios dos 

pesquisadores da indústria alimentar. Dessa forma, o desenvolvimento de dispositivos de 

encapsulamento destes compostos, constitui um mercado em crescimento (Tavares et al., 

2014). Também denominados de materiais de parede, eles oferecem proteção destes 

componentes contra a ação do meio ambiente, assegurando a liberação controlada na 

formulação (Tavares et al., 2011). 

Entre as propriedades que deve possuir o material encapsulante estão as 

características físico-químicas, como a solubilidade, massa molar, temperatura de transição 

vítrea, cristalinidade, viscosidade, higroscopicidade e difusividade (Rosenberg et al., 1990; 

Azeredo, 2005), além de apresentar um bom mecanismo de liberação controlada e custos 

(Brazel, 1999; Azeredo, 2005). 

O hibisco conhecido também como hibiscus, roselia, groselha, azedinha, quiabo 

azedo, caruru-azedo, caruru-da-guiné e quiabo-de-angola (Martins, 1990) é utilizado como 

planta medicinal e alimento funcional em diferentes países (Moura et al., 2018). Os cálices 

são a parte mais utilizada e estudada do hibisco, principalmente devido a serem ricos em 

compostos bioativos como antocianinas e outros flavonóides, ácidos orgânicos e 

polissacarídeos que são responsáveis por suas atividades antioxidantes, antibacterianas, anti-

inflamatórias, hepatoprotetoras e anticolesterol (Da-Costa-Rocha et al., 2014; Formagio et al., 
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2015). O hibisco está inserido na indústria de alimentos como fibra, antioxidante e corante 

(Patel, 2014).  

Atualmente, o cultivo do hibisco vem sendo realizado em hortas comunitárias no 

Estado do Rio Grande do Sul, como é o caso da horta comunitária da Lomba do Pinheiro em 

Porto Alegre, com o objetivo de incentivar e intensificar o consumo deste produto no dia-a-

dia da população em geral, seja na preparação de chás, sucos, molhos ou geleias. 

Desta forma, este trabalho tem como objetivo a separação dos compostos bioativos 

do cálice do hibisco por micro-ondas e seu encapsulamento com polidextrose e proteína 

isolada do soro de leite por atomização e liofilização. 

Este trabalho encontra-se organizado da seguinte forma: no Capítulo 1 está 

apresentada a revisão bibliográfica abordando os principais pontos do tema proposto. Os 

Capítulos 2 e 3 estão na forma de artigos científicos, os quais descrevem as justificativas, as 

metodologias empregadas durante a condução dos experimentos, os resultados obtidos e a 

discussão. O Capítulo 4 é constituído das considerações finais, que compreende uma 

discussão geral do trabalho e perspectivas de trabalhos futuros.  
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OBJETIVOS 

 

OBJETIVO GERAL 

Extrair compostos bioativos a partir do cálice do hibisco usando água acidificada com 

extração assistida por micro-ondas e a microencapsulação do extrato mediante atomização e 

liofilização. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Estudar três métodos de separação dos compostos bioativos do extrato aquoso 

acidificado do cálice do hibisco através de (i) extração assistida por micro-ondas (EAM), (ii) 

extração aquosa seguida de EAM e (iii) EAM seguida de extração aquosa; 

• Quantificar por cromatografia líquida de alta eficiência os compostos extraídos na 

EAM e extração exaustiva com solvente orgânico; 

• Realizar a microencapsulação do melhor extrato de hibisco obtido pelo melhor 

tratamento do primeiro método de extração através de atomização e liofilização empregando 

polidextrose e a proteína isolada do soro de leite como materiais de parede; 

• Avaliar as características físico-químicas e estruturais das micropartículas obtidas, e a 

estabilidade dos compostos encapsulados em condições aceleradas de armazenamento. 
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CAPÍTULO 1 

 

REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

1 Hibisco 

O hibisco é uma espécie vegetal da família Malvaceae, proveniente da África 

Oriental e foi introduzido no Brasil no final do século XIX pelos africanos (Panizza, 1997). 

Hibiscus sabdariffa L. é conhecido popularmente como hibisco, hibiscus, roselia, groselha, 

azedinha, quiabo azedo, caruru-azedo, caruru-da-guiné e quiabo-de-angola (Martins, 1990). 

Trata-se de uma planta adaptada ao clima quente, desenvolvendo-se em temperaturas na faixa 

de 18 a 35°C, sendo cultivada em uma ampla faixa de condições ambientais (Morton, 1987; 

Freitas et al., 2013). 

Arbusto de ciclo anual, o hibisco pode atingir mais de 1,80 m de altura, pouco 

ramificado e com a forma de taça de tonalidade vermelha (Maciel et al., 2012), chegando a 

produzir até 500 kg de cálices vermelhos comestíveis por hectare (Cissé et al., 2009). Esta 

planta é cultivada em jardins e hortas caseiras, usada para fins ornamentais, confecção de 

geleias, doces, sucos, xaropes, gelatinas, vinho, vinagre, molhos ou ser consumidos in natura 

(Aurelio et al., 2008; Jung e Joo, 2013). 

Os cálices (Figura 1) são a parte mais estudada do hibisco, pois apresentam 

coloração vermelha e sabor azedo, atraindo a atenção das indústrias de alimentos e 

farmacêuticas, as quais vislumbram a possibilidade de exploração racional desse vegetal 

como matéria-prima para elaboração de alimentos e como fonte natural de corantes devido as 

antocianinas presentes na sua composição, demonstrando assim um grande potencial 

econômico (Vizzotto e Pereira, 2010). As antocianinas mais frequentemente encontradas são 

cianidina-3-glucosídeo, delfinidina-3-glucosídeo, cianidina-3-sambubiosídeo e delfinidina-3-

sambubiosídeo (Rodríguez-Medina et al., 2009). 

A corola é composta por cinco sépalas de intensa coloração vermelha em forma de 

cone, que forma o cálice. Na base do cálice, está o calículo ou o pequeno cálice disposto em 

círculo. A cápsula é o fruto que possui aspecto aveludado e cerca de 2 cm de comprimento, 

abrigando as sementes (Castro et al., 2004; Maciel et al., 2012). As sementes possuem maior 

capacidade antioxidante, possivelmente devido à presença de fitoesteróis e tocoferóis, 

particularmente β-sitosterol e α-tocoferol (Mohamed et al., 2007). As sementes e os cálices 

contem atividade antioxidante maior do que as folhas e os caules, sendo que os cálices contêm 
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uma alta concentração de antocianinas (Tsai et al., 2002; Sayago-Ayerdi et al., 2007; Juliani 

et al., 2009). 

 

Figura 1. Partes estruturais do hibisco. 

 

O interesse nessa planta cresce devido aos extratos de hibisco apresentarem elevada 

quantidade de compostos fenólicos, como antocianinas, ácidos orgânicos, esteróides, 

terpenóides, polissacarídeos (Sayago-Ayerdi et al, 2007; Ramos et al., 2011; Gibis et al., 

2014; Kalla et al., 2015), além de alto teor de vitamina C, β-caroteno, licopeno e outros 

antioxidantes solúveis em água (Duke e Atchley, 1984; Wong et al., 2002).   

Ensaios farmacológicos com o hibisco têm demonstrado uma gama de efeitos 

terapêuticos, como hepatoprotetor, antibacteriano, antioxidante, anticolesterol, anti-

hipertensivo (Herrera-Arellano et al., 2007; Patel, 2014; Zhen et al., 2016), além de ser 

reconhecido na medicina tradicional para o tratamento de hipertensão, inflamação e doenças 

do fígado (Lans, 2006; Lin et al., 2007; McKay et al., 2010). 

 

2 Compostos fenólicos 

Os compostos fenólicos estão amplamente distribuídos na natureza, sendo que mais 

de 8000 destes já foram identificados em plantas (Brand-Williams et al., 1995; Silva et al., 

2010). Os fenóis são definidos como substâncias que englobam desde moléculas simples até 

outras com alto grau de polimerização (Bravo, 1998), possuindo um anel aromático com uma 

cadeia carbônica (Lee et al., 2005). Estão presentes nos vegetais na forma livre ou ligados a 

açúcares (glicosídeos) e proteínas, ou seja, possuem estrutura variável e com isso, são 

multifuncionais, sendo chamados de polifenóis (Naczk e Shahidi, 2004). Os fenóis podem ser 

classificados em flavonoides, subdividido em seis subclasses: flavonois, flavonas, flavan-3-

ois, flavononas, isoflavonoides e antocianidinas; e não-flavonoides, dentre eles os ácidos 

fenólicos, os estilbenos, as cumarinas e os taninos (Fraga, 2009). 

As várias classificações pelo número e disposição dos seus átomos de carbono são 

mostradas na Tabela 1. 

Pequeno cálice 

Fruto com semente 

Cálice 
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Tabela 1. Esqueletos estruturais básicos de compostos fenólicos. 

Classificação 
 

Esqueleto Estrutura básica 

Ácidos fenólicos 
 

C6–C1 
 

 

 

       
Acetofenonas 

 
C6–C2 

   

       
Ácido fenilacético 

 
C6–C2 

   

       
Ácidos hidroxicinâmicos C6–C3 

   

       
Cumarina 

 
C6–C3 

   

       
Naftoquinonas 

 
C6–C4 

   

       
Xantonas 

 
C6–C1–C6 

  

       
Estilbeno 

 
C6–C2–C6 

  

       
Flavonóides 

 
C6–C3–C6 

  

Fonte: Crozier et al., 2009. 

 

Os compostos fenólicos podem ser pigmentos ou produtos originados do 

metabolismo secundário das plantas, sendo essenciais para o seu crescimento e reprodução, 

formando-se em condições de estresse, como infecções, ferimentos, exposição a radiações UV 

e outras agressões do ambiente (Naczk e Shahidi, 2004).  

Os compostos fenólicos agem como antioxidantes, pois são incluídos na categoria de 

interruptores de radicais livres, apresentando eficiência na prevenção da auto-oxidação 

(Shahidi et al., 1992), com habilidade em doar hidrogênio ou elétrons (Brand-Williams et al., 

1995). Ainda incluídos em seus benefícios, a atividade anticarcinogênica desses compostos 

tem sido relacionada à inibição dos cânceres de cólon, esôfago, pulmão, fígado, mama e pele 

(Angelo e Jorge, 2007; Ignat et al., 2011). 

 

2.1 Antocianinas 

As antocianinas fazem parte do grupo dos flavonóides, compostos fenólicos 

caracterizados pelo núcleo básico flavílio (cátion 2-fenilbenzopirílio) que consiste de dois 

anéis aromáticos unidos por uma unidade de três carbonos e condensada por um oxigênio 

(Fay e Kussmann, 2010). A molécula de antocianina é constituída por uma aglicona 
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(antocianidina), um grupo de açúcares e, frequentemente, um grupo de ácidos orgânicos 

(Francis, 2000; Monteiro et al., 2005). Aproximadamente 22 agliconas são conhecidas, das 

quais 18 ocorrem naturalmente e apenas seis (pelargonidina, cianidina, delfinidina, peonidina, 

petunidina e malvidina) são importantes em alimentos sendo responsáveis pelas cores 

vermelha, roxa e azul (Lee et al., 2005). 

Segundo Heredia et al. (1998), em solução aquosa encontram-se na forma de 

misturas de diferentes estruturas em equilíbrio: cátion flavilium (vermelho), base anidra 

quinoidal (azul), chalcona (incolor ou levemente amarela) e pseudo-base carbitol (incolor). 

Nas plantas, o pH das células torna as antocianinas estáveis (Betz et al., 2012); a pH abaixo de 

2, as antocianinas apresentam-se basicamente na forma catiônica e com o aumento do pH, 

ocorre uma rápida desprotonação para formar a base quinoidal (Heredia et al., 1998). A 

coloração das antocianinas é diretamente influenciada pelo aumento dos grupos hidroxila, 

tornando a cor azulada, e metoxila, aumentando a intensidade do vermelho, na molécula 

(Delgado-Vargas et al., 2000). 

As antocianinas são responsáveis pela maioria das cores que aparecem em flores, 

frutos, algumas folhas, caules e raízes de plantas (Markakis, 1982; Vinson et al., 1999). Estes 

compostos são solúveis em água e altamente instáveis em temperaturas elevadas (Ma et al., 

2012). 

A cor de uma antocianina varia desde o vermelho (condição ácida) até o azul ou 

amarelo (condição alcalina), variação esta que ocorre quando o íon hidrogênio é adicionado 

ou removido da molécula (Vinson et al., 1999). A coloração final, apresentada pelo tecido 

vegetal, depende de outros fatores, como luminosidade, concentração da antocianina 

dissolvida, presença de íons, açúcares e hormônios (Peleg et al., 1998).  

As diferentes funções apresentadas pelas antocianinas encontram-se diretamente 

relacionadas com sua diversidade estrutural (Bordignon et al., 2009). Suas moléculas possuem 

estruturas elaboradas, e são baseadas em um esqueleto policíclico de quinze carbonos, onde os 

diferentes grupos ligados, “R”, caracterizam cada composto de antociânico, mostrado a Figura 

2. 
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Figura 2. Estrutura química básica das antocianinas. 

Fonte: Delgado-Vargas et al., 2000. 

 

Entre as muitas funções que possuem estão a atração de polinizadores na produção 

de sementes, proteção contra danos provocados pela luz UV na folha, atuando como filtro e 

melhorando e regulando a fotossíntese, e ainda segundo Mazza e Miniati (1993) e Suppadit et 

al. (2011) devido a sua diversidade de cores, as torna materiais potenciais no uso como 

indicadoras de pH.  

As antocianinas também apresentam grande importância na dieta humana e podem 

ser consideradas como uma importante aliada na prevenção/retardamento de doenças 

cardiovasculares, do câncer e doenças neurodegenerativas, devido ao seu poder antioxidante, 

atuando contra os radicais livres, apresentando propriedades farmacológicas sendo utilizadas 

para fins terapêuticos (Tseng et al., 1997; Farombi e Ige, 2007). 

 

3 Atividade antioxidante 

Compostos antioxidantes são substâncias capazes de retardar ou impedir danos 

devido à oxidação, estando presentes em pequenas concentrações, quando comparados com o 

agente oxidante (Maisuthisakul et al., 2007). Estes compostos podem ser sintéticos ou 

naturais e, para serem utilizados em alimentos, devem ser seguros para a saúde (Rice-Evans et 

al., 1996).  

R3: Açúcar 

R4: H ou açúcar 

 

 

R1 R2 

Pelargonidina H H 

Cianidina OH H 

Delfinidina OH OH 

Peonidina OCH3 H 

Petunidina OCH3 OH 

Malvidina OCH3 OCH3 
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Na classe sintética, estão incluídos o BHA (butil-hidroxi-anisol), BHT (butilhidroxi- 

tolueno) e terc butil hidroquinona (TBHQ), comumente utilizados em alimentos contendo 

lipídios, porém apresentam problemas de segurança e toxicidade (Rice-Evans et al., 1996). 

Sendo assim, as pesquisas tem se voltado no sentido de encontrar produtos naturais com 

potencial ação antioxidante que possam substituí-los ou ser usados em associação (Burda e 

Oleszek, 2001). 

Muitos dos compostos antioxidantes da classe natural são de origem vegetal e 

pertencem à classe fenólica e polifenólica de compostos, bem como os carotenóides e 

vitaminas antioxidantes, dentre outros (Podsedek, 2007).  

As substâncias antioxidantes podem apresentar diferentes propriedades protetoras e 

agir em diversas etapas do processo oxidativo celular, funcionando por diferentes mecanismos 

e são, portanto, classificadas em duas categorias principais: antioxidantes primários e 

secundários. São considerados primários os compostos de ação antioxidante capazes de inibir 

ou retardar a oxidação por inativação de radicais livres graças à doação de átomos de 

hidrogênio ou de elétrons, o que transforma os radicais em substâncias estáveis 

(Maisuthisakul et al., 2007; Bubonja-Sonje et al., 2011). Ainda segundo estes autores, os 

antioxidantes secundários apresentam uma grande variedade de modos de ação: ligação de 

íons metálicos (alteração de valência); inativação de ERO (espécies reativas do oxigênio), 

conversão de hidroperóxidos em espécies não-radicalares ou absorção de radiação UV. 

Os antioxidantes possuem efeito sobre os radicais livres, cuja produção ocorre 

naturalmente durante ações catalíticas de enzimas, no metabolismo celular ou pela exposição 

à fatores exógenos (Barreiros et al., 2006; Bianchi e Antunes, 1999) e outros agentes 

oxidantes no organismo (Ramos et al., 2011). Estes radicais livres são moléculas instáveis e 

reativas, que são precursoras de muitas doenças crônicas não transmissíveis associadas ao 

envelhecimento, doenças carcinogênicas, doenças cardiovasculares, cataratas, declínio do 

sistema imune e disfunções cerebrais (Ames et al., 1993; Ramos et al., 2011).  

Os mecanismos pelos quais essas patologias se desenvolvem, geralmente envolvem 

alterações oxidativas de moléculas consideradas críticas, o que inclui proteínas, carboidratos, 

ácidos nucléicos além das substâncias envolvidas na modulação da expressão gênica e em 

respostas inflamatórias (Kawanishi et al., 2002; Laguerre et al., 2007), assim sendo, a 

capacidade antioxidante protege moléculas como o DNA, podendo vir a reverter alguns 

processos carcinogênicos (Lazzé et al., 2003).  
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4 Processos de extração 

Os compostos bioativos de materiais vegetais podem ser extraídos por técnicas 

clássicas de extração. A maioria dessas técnicas é baseada no poder de extração de diferentes 

solventes utilizados (metanol, etanol, propanol, acetona, acetato de etila, e suas combinações, 

com diferentes proporções de água) e a aplicação de calor e/ou maceração (Azmir et al., 

2013). 

Esses procedimentos costumam ser longos, com temperaturas de até 80°C, exposição 

à luz e ao oxigênio, podendo ocasionar degradações, comprometendo a qualidade e o 

rendimento do extrato final, além do potencial para poluição ambiental devido ao grande 

volume de solventes utilizados (Garcia-Salas et al., 2010; Aspé e Fernández, 2011). 

Devido a estas desvantagens, os tradicionais métodos de extração têm sido 

substituídos por outras metodologias que são mais sensíveis, seletivas, rápidas e 

ambientalmente seguras (Oliveira, 2014). Algumas dessas novas técnicas são consideradas 

técnicas limpas, por serem menos poluidoras do que as técnicas convencionais, além de terem 

maior eficiência energética e reduzir o tempo de análise (Sun et al., 2012). 

A extração assistida por micro-ondas, ultrassom, e a utilização de fluidos 

comprimidos, como a extração por água subcrítica e pelo CO2 supercrítico, tem sido aplicadas 

na obtenção de compostos fenólicos, sendo mais sensíveis, seletivas e rápidas (Yang et al., 

2013). 

 

4.1 Micro-ondas 

As micro-ondas são ondas eletromagnéticas com componentes de campo elétrico e 

magnético. A irradiação de micro-ondas trabalha na faixa de frequência de 300 MHz a 300 

GHz e comprimentos de onda variando entre 10
6
 a 10

9 
Å (Larhed et al., 2002; Kappe et al., 

2009). 

Os princípios envolvidos no aquecimento por micro-ondas fazem referência a alguns 

conceitos físicos e químicos, tais como temperatura, ligação química, estrutura molecular, 

momento de dipolo, polarização, capacidade calorífica e constante dielétrica (Rosini et al., 

2004). 

O aquecimento de um material com a irradiação de micro-ondas se dá devido à 

interação da onda eletromagnética com o dipolo elétrico da molécula. Um importante atributo 

do aquecimento por micro-ondas é a absorção direta da energia pelo material a ser aquecido 

(Rosini et al., 2004), ao contrário do que ocorre quando o aquecimento é realizado por 
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convecção, no qual a energia é transferida lentamente de fora para dentro (Barboza et al., 

2001). 

O aquecimento promovido pela irradiação de micro-ondas pode ser obtido 

basicamente por dois mecanismos: polarização dipolar e condução iônica. Desta maneira, 

quando o alimento é irradiado com micro-ondas, os dipolos e/ou os íons presentes nele 

alinham-se ao campo elétrico aplicado. Como o campo elétrico oscila, os dipolos e/ou os íons 

tendem a se realinhar ao campo elétrico oscilante e neste processo dissipam energia sob a 

forma de calor, devido aos choques moleculares e perdas dielétricas (Souza e Miranda, 2011). 

O elevado conteúdo de água nos alimentos faz com que a dissipação de energia seja 

alta, isto é, como a direção do campo muda constantemente, as moléculas de água, que 

apresentam momento de dipolo elétrico, permanente ou induzido, sofrem um alinhamento 

parcial e, com a posterior reversão da direção do campo, as moléculas sofrem um 

realinhamento (Madej, 2009). O alinhamento e realinhamento das moléculas, com elevada 

frequência, produzem grande quantidade de calor devido ao atrito produzido (Sanseverino, 

2002). 

O mecanismo por condução iônica envolve a perda dielétrica por atrito, que ocorre 

através da migração de íons dissolvidos sob a ação de um campo eletromagnético. Esta perda 

depende do tamanho, da carga, da condutividade dos íons dissolvidos e interação destes com 

o solvente empregado (Souza e Miranda, 2011; Tsukui e Rezende, 2014). 

Quando submetidos à irradiação por micro-ondas a separação dos compostos de 

interesse ocorre como o resultado de alterações na estrutura da célula causadas por ondas 

eletromagnéticas que agem sobre o meio aquoso (Veggi et al., 2015). Ainda com o uso das 

micro-ondas, ocasiona altas taxas de separação e um alto rendimento de extração, podendo ser 

o resultado de uma combinação sinérgica de dois fenômenos de transporte, ou seja, 

transferência de calor e massa agindo na mesma direção (Chemat e Esveld, 2001), enquanto 

que nas extrações convencionais a transferência de massa ocorre do interior para o exterior do 

substrato, e a transferência de calor ocorre do exterior para o interior (Wu et al., 2012). Além 

disso, na extração convencional o calor é transferido de um fluido quente para o interior da 

amostra, já na extração por micro-ondas, o calor é dissipado volumetricamente no interior do 

meio irradiado (Veggi et al., 2015; Wu et al., 2012). 

 

5 Microencapsulação 

A encapsulação é um processo de empacotamento de partículas em cápsulas 

comestíveis. A imiscibilidade entre o composto ativo e a solução/suspensão do agente 
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encapsulante é o que permite a formação inicial das cápsulas, pois a homogeneização dessa 

mistura gera uma emulsão na qual a fase contínua é composta do solvente com o agente 

encapsulante e a fase descontínua é o composto ativo (Singh et al., 2010; Munin e Edwards-

Lévy, 2011). 

As cápsulas formadas podem ser divididas em dois grupos: o primeiro, sistema do 

tipo reservatório, caracteriza as verdadeiras microcápsulas, aquelas nas quais o núcleo é 

nitidamente concentrado na região central, circundado por um filme definido e contínuo do 

material de parede; o segundo, sistema matricial, resulta nas chamadas microesferas, aquelas 

nas quais o núcleo é uniformemente disperso em uma matriz (Ré, 1998).  

As partículas podem ser classificadas por tamanho em três categorias: macro para 

tamanhos maiores que 5000 µm, micro para tamanhos de 0,2 a 5000 µm e nanopartículas para 

tamanhos menores a 0,2 µm (King, 1995; Ré, 1998; Azeredo, 2005). 

Dentre os objetivos da encapsulação de componentes de alimentos estão reduzir as 

interações dos componentes encapsulados com fatores ambientais, retardar alterações que 

podem resultar em perda de aroma, alteração de cor ou perda do valor nutricional e/ou 

funcionalidade, separar componentes reativos ou incompatíveis, mascarar compostos de sabor 

indesejável, promover melhor solubilidade dos componentes e melhor incorporação em 

sistemas secos (Shahidi e Han, 1993; Leimann et al., 2009; Murúa-Pagola et al., 2009; Costa 

et al., 2012; Nesterenko et al., 2013). 

Outro importante objetivo é permitir que a liberação do material encapsulado ocorra 

lentamente com o tempo ou a partir da ocorrência de um certo evento. Esse conceito, 

denominado liberação controlada, pode referir-se ao controle do início da liberação ou da taxa 

de liberação (Risch, 1995). Esta pode ser desencadeada por cisalhamento, solubilização, 

aquecimento, pH ou ação de enzimas (Nesterenko et al., 2013). 

A encapsulação de moléculas pode ser obtida mediante vários processos, que estão 

subdivididos em métodos físicos, químicos e físico-químicos.  Entre os métodos físicos, 

destacam-se o spray-drying, spray-cooling, spray-chilling, leito fluidizado, extrusão, co-

cristalização e a liofilização; entre os métodos químicos listam-se a inclusão molecular e a 

polimerização interfacial; nos métodos físico-químicos encontram-se a coacervação simples 

ou complexa, separação por fase orgânica e emulsificação seguida de evaporação do solvente, 

pulverização em agente formador de reticulação e envolvimento lipossômico (Shahidi e Han, 

1993; Gibbs et al., 1999; Santos et al., 2000; Favaro-Trindade et al., 2008). 

A escolha do método de encapsulação para uma aplicação específica depende de uma 

série de fatores, dentre eles o tamanho de partículas requerido, propriedades físicas e químicas 
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do núcleo e da parede, aplicação do produto final, mecanismos desejados de liberação e 

custos (Ré, 1998). De acordo com Silva et al. (2003) e Azeredo (2005), o método de 

encapsulação deve ser simples, reprodutível, rápido e fácil de transpor à escala industrial. 

 

5.1 Atomização (spray drying) 

O método de encapsulação por atomização ou spray-drying é o mais comumente 

utilizado na indústria para microencapsulação de alimentos (Murúa-Pagola et al., 2009; 

Ahmed et al., 2010), principalmente pelas inúmeras vantagens que apresenta, como o baixo 

custo de produção, as variedades de materiais encapsulantes, a boa retenção de compostos 

voláteis, a boa estabilidade dos encapsulados e a produção em larga escala em modo contínuo 

(Reineccius, 1988; Desobry e Debeaufort, 2011). 

Os parâmetros de atomização influenciam importantes propriedades dos pós como 

densidade, formato, distribuição de tamanho, quantidade de ar ocluso e o teor final de 

umidade (Silveira et al., 2013), isto é, as funções básicas da atomização proporcionam uma 

elevada taxa de evaporação e produzem partículas com formato, tamanho e densidade com 

magnitudes controladas e desejadas (Schuck et al., 2012). 

As partículas encapsuladas produzidas por atomização são geralmente do tipo 

matricial, com o núcleo distribuído na forma de micropartículas na matriz seca do material 

encapsulante, sendo que os mecanismos de liberação dos compostos de interesse geralmente 

associados à atomização são pela ação de solventes e por difusão (Ré, 1998). 

De acordo com Soottitantawat et al. (2005), Schuck et al. (2010) e Silva et al. (2016), 

no processo de encapsulação por atomização, a substância a encapsular é homogeneamente 

dispersa ou dissolvida em uma solução aquosa ou dispersão que contém o agente encapsulante 

e a dispersão é bombeada através do atomizador, em forma de névoa de gotículas (spray) para 

dentro de uma corrente de ar quente na câmara de secagem. Devido à grande diferença de 

temperatura e de concentração, ocorre um processo simultâneo de transferência de calor e 

massa, retirando material volátil das gotas, com consequente solidificação das gotículas que 

são recolhidas no ciclone ou em outro sistema de coleta de pó. Santana et al. (2013) ressalta-

se ainda que o tempo de contato utilizado no processo, por ser curto (de 1 a 10 s), favorece a 

mínima deterioração do produto, mesmo a altas temperaturas (170 a 220 °C). 

 

5.2 Liofilização 

A encapsulação pode ser realizada por meio de liofilização de uma emulsão, gerando 

produtos de excelente qualidade, uma vez que minimiza as alterações associadas a altas 
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temperaturas (Azeredo, 2005). A perda de água durante a secagem por liofilização protege a 

estrutura primária e minimiza mudanças na forma do produto, contribuindo para preservar 

componentes como os pigmentos naturais (George e Datta, 2002; George et al., 2011; 

Oliveira et al., 2012).  

A liofilização ou freeze-drying consiste na secagem/desidratação de um produto 

previamente congelado, geralmente, este solvente é a água (Polak e Pitombo, 2011), onde o 

solvente, no estado sólido, passa diretamente ao estado gasoso, por sublimação. O passo 

prévio à liofilização é o congelamento dos alimentos, que deve ser rápido, a fim de 

transformar as soluções aquosas dos alimentos em uma mistura de duas fases sendo uma 

constituída por pequenos cristais de gelo, que visa reduzir os danos à estrutura celular do 

alimento, e a outra pela solução concentrada dos solutos (Fellows, 1988; Ordóñez, 2005). 

Ao longo da secagem por liofilização distinguem-se duas etapas: desidratação 

primária, ocorrendo a maior remoção do conteúdo de água por sublimação e desidratação 

secundária, ou dessorção, que retira uma quantia de água ligada que ocorre sob vácuo, onde 

com uma pressão menor, fica mais fácil as moléculas de água atingirem uma energia cinética 

que permita que elas vençam essa pressão externa que está sobre sua superfície e passem para 

o estado de vapor mediante à adição de calor (condução, convecção ou radiação) (Fellows, 

1988; Neves et al., 2002). 

Este método preserva melhor a qualidade do produto (Boss, 2004), aumentando a 

estabilidade do mesmo durante a estocagem, além que o material poderá ser armazenado e 

transportado à temperatura ambiente (Fellows, 1988).  

O produto liofilizado possui uma textura porosa, sendo prontamente reconstituído 

(Ratti, 2001). As partículas obtidas através da técnica de liofilização apresentam geralmente 

formatos irregulares, modificando a morfologia original dos materiais de revestimento, 

deixando mais semelhante a serragem, diferentemente de outras técnicas (Ballesteros et al., 

2017). 

 

6 Material de parede 

O material encapsulante é selecionado em função das propriedades físicas e químicas 

do agente ativo, da aplicação pretendida e do método utilizado para formar as micropartículas 

(Singh et al., 2010). Características físico-químicas como solubilidade, massa molar, transição 

vítrea, cristalinidade, formação de filme e difusividade, são parâmetros importantes na 

escolha de um polímero de parede desejado (Aghbashlo et al., 2012). As características da 

emulsão, tais como a estabilidade, a viscosidade, o tamanho das gotas e as características do 
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pó, são principalmente afetadas pelo tipo de agente transportador (Jafari et al., 2008) e a 

capsula formada deve apresentar algumas propriedades, como flexibilidade, resistência, 

impermeabilidade e estabilidade (Venkatesan et al., 2009).  

De acordo com Santos et al. (2000) e Suave et al. (2006), o encapsulante ideal deve 

apresentar as seguintes propriedades: baixa viscosidade em concentrações elevadas e de fácil 

manipulação durante o processo; baixa higroscopicidade para facilitar a manipulação e evitar 

aglomeração; não ser reativo com o material a ser encapsulado; ter habilidade de selar e 

segurar o material ativo dentro da estrutura da partícula; liberar completamente o solvente ou 

outros materiais utilizados durante o processo de encapsulação; proporcionar máxima 

proteção ao material ativo contra condições adversas, tais como luz, pH, oxigênio e 

ingredientes reativos; ser solúvel em solventes comumente usados; possuir as propriedades 

desejadas de liberação do material ativo; não apresentar sabor desagradável no caso de 

consumo oral e ser econômico. 

Segundo Shahidi e Han (1993), os materiais mais utilizados como encapsulantes 

compreendem os carboidratos (amidos, dextrinas, xarope de milho, sacarose), celuloses 

(carboximetilcelulose, etil, metil, acetil e nitro-celulose), gomas (arábica, guar, alginato de 

sódio, carragena), lipídeos (cera, parafina, triestearina, ácido esteárico, mono e diglicerídeos, 

óleos e gorduras hidrogenadas) e proteínas (glúten, caseína, isolado protéico de soro de leite, 

gelatina, albumina e quitosana). Os agentes de encapsulação podem ser utilizados sozinhos ou 

em combinação e a composição ideal é definida para cada processo de microencapsulação 

particular (Fernandes et al., 2012). 

 

6.1 Proteína isolada do soro de leite (WPI) 

As proteínas isoladas do soro de leite (whey protein isolate, WPI, da sigla em inglês) 

apresentam uma estrutura globular contendo algumas pontes de dissulfeto, que conferem certo 

grau de estabilidade estrutural (Haraguchi et al., 2006). Apresentam também a capacidade de 

desnaturar, dissociar e agregar em diferentes condições de pH, força iônica e temperatura para 

formar partículas com tamanho variando de 40 nm a 2 mm, propriedades estas que podem ser 

exploradas para formular partículas carregadas de moléculas ativadas com tamanho específico 

(Chen et al., 2006). 

As frações, ou peptídeos do soro, são constituídas de β-lactoglobulina, α-

lactoalbumina, albumina do soro bovino, imunoglobulinas e glicomacropeptídeos, essas 

frações podem variar em tamanho, massa molar e função, fornecendo às proteínas do soro 

características especiais (Kinsella e Whitehead, 1989; Aimutis, 2004). 
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As proteínas possuem propriedades funcionais únicas, incluindo sua capacidade de 

formar géis e emulsões, o que lhes permite ser um material ideal para o encapsulamento de 

compostos bioativos (Chen et al., 2006). Os géis formados podem ser usados como hidrogéis 

sensíveis ao pH para a libertação controlada de substâncias biologicamente ativas 

(Gunasekaran et al., 2006). 

Os géis de proteína do soro apresentam ainda como vantagem a total 

biodegradabilidade e de não ter necessidade de agentes químicos de reticulação na sua 

preparação, sendo estes, os dois mais importantes requisitos para ampla utilização de 

hidrogéis em muitas aplicações alimentares e de bioprocessamento (Gunasekaran et al., 

2007). 

 

6.2 Polidextrose (PD) 

A polidextrose é um polímero de moléculas de glicose unidas por ligações α-1,6, que 

contém como grupo terminal o sorbitol e/ou ligações monoésteres de ácido cítrico, composta 

de dextrose, sorbitol e ácido cítrico na proporção 89:10:1 (Cândido e Campos, 1996). Possui 

grau de polimerização médio de 12 e massa molecular em torno de 2000 Da (Flood et al., 

2004). 

As soluções de polidextrose têm uma viscosidade maior que as soluções de sacarose 

ou sorbitol em concentrações e temperaturas equivalentes, além de ser altamente solúvel em 

água (Raninem et al., 2011). Estas características permitem que a polidextrose ofereça 

características desejáveis quando se substituem açúcares e gorduras (Roller e Jones, 1996). 

A polidextrose confere corpo, textura e atribui características funcionais semelhantes 

às da sacarose, além de possuir alta higroscopicidade, com coloração creme e não conferir 

sabor e odor aos alimentos (Bunting, 1994). Uma grande vantagem apresentada pela 

polidextrose é seu baixo valor calórico, sendo ¼ do valor da sacarose (Burdock e Flamm, 

1999), de aproximadamente 1 kcal / g ou 4,2 kJ / g, que se deve à molécula ser grande, 

complexa e ramificada ao acaso, não sendo possível a sua quebra por enzimas digestivas, 

sendo assim seu metabolismo ocorre apenas por bactérias do intestino (Moppet, 1991) e tem 

efeitos prebióticos (Probert et al., 2004). 
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CAPÍTULO 2 

 

ESTUDO DA EXTRAÇÃO DE COMPOSTOS FENÓLICOS DE CÁLICE DE 

HIBISCO (HIBISCUS SABDARIFFA L.) MEDIANTE A EXTRAÇÃO ASSISTIDA 

POR MICRO-ONDAS 
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CAPÍTULO 3 

 

ESTUDO DO ENCAPSULAMENTO DO EXTRATO DE COMPOSTOS BIOATIVOS 

DO HIBISCO (HIBISCUS SABDARIFFA L.) UTILIZANDO POLIDEXTROSE E 

PROTEÍNA ISOLADA DO SORO DE LEITE 
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CAPÍTULO 4 

 

DISCUSSÃO GERAL 

 

Três procedimentos de extração assistida por micro-ondas (EAM) foram estudados 

para obter compostos bioativos a partir do cálice do hibisco. O primeiro consistiu na extração 

usando somente separação por micro-ondas, avaliando-se as potências de 200, 300 e 700 W e 

os tempos de 2, 5 e 8 min. A ebulição, em maiores potências e tempos testados, foi a condição 

limitante para a técnica empregada. Nessa etapa a extração a 700 W e 8 min apresentou os 

melhores resultados, conforme na Tabela 1. O uso de maior potência proporcionou extrações 

mais efetivas, separando maior quantidade de compostos, que pode compensar as possíveis 

perdas por degradação térmica e degradação pelos maiores tempos de residência. Maiores 

temperaturas durante o EAM aumentam os coeficientes cinéticos de difusão e reduzem a 

resistência convectiva à transferência de massa, ajudando os compostos a difundir-se mais 

rapidamente através do solvente e das células (Latha, 2007). 

 

Tabela 1. Teores de antocianinas monoméricas totais (TMA), compostos fenólicos 

totais (TPC) e atividade antioxidante por ABTS dos extratos dos cálices de hibisco obtidos 

nos três diferentes tratamentos de extração. 

Tratamento TMA* TPC** ABTS*** 

I 1,15
B
 23,54

C
 93,01

B
 

II 1,58
A
 26,9

B
 142,15

A
 

III 1,63
A
 29,62

A
 133,25

A
 

Diferentes letras dentro da mesma coluna indicam diferenças significativas (p <0,05).  *Resultados expressos em 

mg delfinidina-3-sambubiosídeo· g
-1

 de amostra em base seca, ** mg EAG · g
-1

 de amostra em base seca, ***µmol ET · g
-1

 

de amostra em base seca. I: EAM a 700 W e 8 min; II: 6 h de extração aquosa ácida, seguida de EAM a 700 W 

por 8 min; III: EAM a 700 W por 8 min seguida de 6 h de extração aquosa ácida. 

 

No segundo método, previamente foi realizada uma extração aquosa ácida em 

tempos de 1, 2, 4, 6, 18 e 24 horas, à temperatura ambiente. Após cada tempo a mistura foi 

filtrada e o retido foi novamente imerso numa nova solução acidificada e imediatamente 

colocada no forno de micro-ondas, empregando potências de 200, 300 e 700 W, e tempos de 

2, 5 e 8 minutos, respectivamente. Crossley e Aguilera (2001) relatam que a vantagem da 

prévia extração aquosa ácida é que as moléculas do solvente, a temperatura ambiente, 

penetrarem na matriz da planta progressivamente, facilitando a dissolução de compostos 
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ativos. Posteriormente o uso da maior potência gerou maior rotação das moléculas de água do 

solvente, gerando maior calor com o conseguinte aumento da temperatura, incrementando a 

difusão do solvente. A melhor extração foi aquela com 6 h, 700 W e 8 min (Figuras 2C, 3C e 

4C, Capítulo 2), pois diferenças significativas (p <0,05) foram observadas e maiores teores 

dos compostos estudados, com concentração de antocianinas, fenólicos totais e atividade 

antioxidante mostrados na Tabela 1.  

No terceiro método, foi primeiramente realizada a EAM e após filtração, o retido foi 

submetido a extração aquosa ácida a temperatura ambiente. Os fatores e níveis empregados 

em cada extração foram os mesmos usados no segundo método. O melhor comportamento foi 

a EAM a 700 W por 8 min, seguida de 6 horas de extração aquosa ácida, com teores expostos 

na Tabela 1. Cabe ressaltar que nos extratos provenientes de 700 W, devido as maiores 

temperaturas atingidas, que geralmente são melhores para extração devido ao aumento de 

solubilidade e devido a possível destruição da parece celular, resulta em mais compostos 

liberados (Zhang et al., 2013). Dessa forma, as concentrações de compostos provenientes da 

extração aquosa após a EAM de 700 W foram significativamente menores do que nas 

potências de 200 e 300 W (Figuras 5C, 6C, e 7C, Capítulo 2). 

Quando os três métodos foram comparados, a melhor condição de extração foi 

aquela obtida no terceiro método, com EAM a 700 W por 8 min seguida de 6 horas de 

extração aquosa ácida (1,63 mg delfinidina-3-sambubiosídeo · g
-1

; 29,62 mg EAG · g
-1

; 133,25 μmol ET · 

g
-1

) para antocianinas, fenólicos totais e atividade antioxidante por ABTS, respectivamente. 

Foi realizada uma comparação da extração exaustiva com metanol acidificado e do 

melhor tratamento obtido utilizando somente EAM, no primeiro método (700 W e 8 min), dos 

cálices de hibisco. A atividade antioxidante foi significativamente maior nesta última, menor 

para o teor de fenóis (p <0,05), enquanto que para o teor de antocianinas não houve diferenças 

significativas. Esse resultado pode ser explicado devido aos compostos fenólicos, extraídos 

em maior quantidade na extração exaustiva, poderem apresentar menor poder antioxidante do 

que aqueles compostos obtidos na EAM. A EAM foi bastante vantajosa, pois forneceu 

rendimentos de extração comparáveis com a extração exaustiva, além de requerer menor 

tempo de extração, devido as micro-ondas romperem a estrutura da planta para aumentar o 

poder de extração (Mandal et al., 2007). 

Na comparação desse melhor tratamento obtido no primeiro método (700 W e 8 min 

com a extração exaustiva por HPLC-DAD-ESI-MS/MS, quantificou-se os compostos 

presentes (Tabela 2, Capítulo 2). Foram encontrados 13 compostos, sendo 6 ácidos fenólicos, 

2 antocianinas e 5 flavonóides derivados da quercetina, kaempferol e miricetina. O total de 
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compostos fenólicos quantificados foi de 7,27 mg · g
-1

 massa seca para extração exaustiva e 

3,52 mg · g
-1

 massa seca para EAM, esses valores foram inferiores àqueles encontrados em 

análise espectrofotométrica, de 42,95 e 23,54 mg EAG · g
-1

 de amostra seca para extração 

exaustiva e EAM, respectivamente. A grande variação desses valores se deve a 

superestimação do conteúdo fenólico pelo método de Folin-Ciocalteu, em virtude de que o 

reagente adicionado também pode reagir com compostos não fenólicos, tais como ácidos 

orgânicos, açúcares e aminoácidos e reagir com moléculas facilmente oxidáveis (Angelo e 

Jorge, 2007). Os resultados obtidos pela reação de Folin-Ciocalteu podem fornecer uma 

indicação geral das propriedades antioxidantes, maximizada, fornecendo o índice de 

polifenóis totais (Blasco et al., 2005), enquanto a quantificação por HPLC foi realizada 

apenas nos compostos identificados na Tabela S1 (Capítulo 2), isto é, compostos fenólicos 

minoritários não foram quantificados. 

A extração exaustiva foi realizada em 25 min a temperatura ambiente, e após passou 

por uma etapa de retirada de solvente a 40 °C, enquanto a EAM em 8 min atingiu temperatura 

em torno de 96 °C. A EAM apresentou um tempo 3 vezes menor de extração do que a 

extração exaustiva. A recuperação dos compostos obtidos na exaustiva foi 50 % maior, 

entretanto, devido a redução no tempo e extração dos mesmos compostos obtidos, verificados 

na Tabela S1 (Capítulo 2), a EAM tem alto potencial extrativo se acompanhado de uma 

extração combinada e/ou o uso em altas temperaturas controladas que não permitam a 

degradação dos compostos bioativos. 

No Capítulo 3, foi apresentado um estudo da elaboração de micropartículas do 

melhor extrato fenólico aquoso acidificado dos cálices de hibisco (700 W e 8 min) obtidos no 

primeiro método do Capítulo 2, em que foram produzidos pós encapsulados utilizando o 

método de atomização (taxa de fluxo volumétrico de alimentação líquida de 0,6 mL/h e 160 

°C) e liofilização (- 68 °C por 54 horas). A concentração de agente encapsulante empregada 

foi de 10 % (p/v) para polidextrose (PD), proteína isolada do soro de leite (WPI) e a mistura 

de ambos. Desse modo, foram estudados seis tratamentos: três atomizados e três liofilizados. 

Polissacarídeos e proteínas são classes importantes de componentes alimentares que podem 

afetar estrutura, estabilidade e textura dos produtos alimentares devido às suas propriedades 

funcionais, como espessamento e estabilização da superfície (Tolstoguzov, 1991). A 

polidextrose conferirem corpo, textura e atribui características funcionais semelhantes às da 

sacarose, e não confere sabor e odor aos alimentos (Bunting, 1994). As proteínas do soro de 

leite possuem capacidade de formar géis e emulsões, o que lhes permite ser um material ideal 

para o encapsulamento de compostos bioativos (Chen et al., 2006). 
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Primeiramente foram realizadas análises físico-químicas (Tabela 1, Capítulo 3), em 

que todos os pós apresentaram valores baixos (0,11 a 0,26) para atividade de água (aw), 

conferindo boa estabilidade. O teor de umidade dos pós variou de 3,4 a 6,7 %, e as maiores 

umidades corresponderam as amostras contendo polidextrose, sendo significativamente 

maiores nas amostras liofilizadas. Os valores obtidos para a higroscopicidade, fator 

importante para a reconstituição e estabilidade dos pós, variaram de 23 a 39 % sendo maior 

para a amostra liofilizada com somente PD (T4). A solubilidade, que descreve a viabilidade 

do pó a ser dissolvido na água, foi alta para todos os pós, ficando acima de 86 %, entretanto as 

amostras com PD apresentaram os maiores valores, independente do tipo de secagem, 

ressaltando a menor solubilidade da WPI, devido a desnaturação proteica progressiva, 

havendo maior tendência de agregação da proteína com a consequente diminuição da 

solubilidade (Lupano, 2000).  

As eficiências de encapsulamento, referente ao potencial do material de parede 

manter o composto de interesse retido dentro da micropartícula, variaram de 42 a 89 %, sendo 

as maiores eficiências significativas obtidas na amostra liofilizada usando a dispersão de PD, 

e nas dispersões liofilizadas e atomizadas da mistura de PD com WPI, que corresponderam 

86, 89 e 84 %, respectivamente. A eficiência de encapsulação é altamente dependente do 

material de revestimento utilizado (Rosa et al., 2013). Mahdavi et al. (2016) e Piovesana e 

Noreña (2018) ressaltam que baixas eficiências de encapsulamento resultam em menor 

estabilidade dos compostos fenólicos, pois esses podem estar na superfície do pó sem 

encapsular. 

A coloração rósea foi observada em todas as amostras encapsuladas (Figura S1, 

Capítulo 3). Na análise colorimétrica (Tabela 2, Capítulo 3) os valores do parâmetro L* 

maiores nas amostras atomizadas (de 71,18 a 78,87), indicaram amostras mais claras, e esse 

efeito pode ser devido a descoloração das amostras à degradação das antocianinas 

(Walkowiak-Tomczak e Czapski, 2007; Duangmal et al., 2008) pelo efeito da temperatura de 

secagem (Susantikarn e Donlao, 2016). Os valores do parâmetro Chroma indicam a saturação 

de cor de cada amostra, podendo ser observado que as amostras que contém somente PD 

apresentam valores maiores, com menores perdas de compostos de antocianinas, conclusão 

também relatada por Piovesana e Noreña (2018), já nas amostras atomizadas WPI confere 

característica de menor saturação da cor nos pós. A diferença de cor em relação ao cálice do 

hibisco in natura expressada pelo ΔE, mostrou que as amostras liofilizadas apresentaram 

maior similaridade, sendo a maior com PD e a mistura com WPI, resultados de acordo com a 

eficiência de encapsulamento. 
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Para as análises térmicas dos microencapsulados utilizaram-se análise 

termogravimétrica (TGA) e calorimetria de varredura diferencial (DSC). Na análise de TGA 

(Figura 1, Capítulo 3) foi registrada a variação da massa das amostras em função do tempo e 

da temperatura de 25 a 600 °C. A análise mostrou que nas primeiras etapas de aquecimento, 

todas as amostras microencapsuladas se comportaram de forma muito similar. O pó 

atomizado com a WPI foi o que perdeu maior porcentagem de peso nessas etapas. Na última 

etapa de aquecimento a amostra atomizada com PD foi q que ainda mantinha maior 

concentração de massa. 

Na análise de espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) 

avaliou-se as possíveis interações entre misturas de polímeros e o extrato (Figura 2, Capítulo 

3). Os resultados do FTIR mostram o efeito predominante dos encapsulantes PD e WPI na 

amostra final, uma vez que essas estruturas não foram afetadas pela adição do extrato de 

hibisco. Em geral, pode-se observar que o encapsulamento não gerou mudanças consideráveis 

na frequência dos picos ou intensidade de transmissão, garantindo que o encapsulamento não 

acontece por incorporação química da estrutura, e sim física (Torkamani et al., 2018) e que a 

atomização e a liofilização não alteraram a estrutura das matrizes (Ballesteros et al., 2017), 

pois, independente do processo, não foram observadas alterações expressivas. A microscopia 

eletrônica de varredura (Figura 3, Capítulo 3) apresentou a estrutura de cada um dos pós em 

estudo, apresentando grande diferença entre os pós que foram atomizados, com partículas 

quase esféricas, parede contínua, sem fissuras e poucas concavidades e rugosidades para a 

amostra contendo apenas polidextrose e os demais apresentaram formas irregulares, com 

superfícies enrugadas, livres de rachaduras e poros visíveis e liofilizados com formas de vidro 

quebrado, de diversos tamanhos, como também foi descrito por Khazaei et al. (2014), 

consequência do congelamento e da moagem. 

O estudo da estabilidade dos pós é importante para a avaliação da viabilidade da 

utilização desses pigmentos como corantes ou antioxidantes em alimentos (Pitalua et al., 

2010). Para esse fim, foram realizados testes de armazenamento em condições aceleradas, 

utilizando umidades relativas de 75 e 90 % e temperaturas de 40 e 60 °C, para que o 

experimento pudesse ser realizado em um menor período de tempo, visto que produtos em pó 

tem uma vida útil longa. 

Quanto aos teores de antocianinas nos pós que foram encapsulados, a maior 

concentração foi registrada no tratamento T4 (liofilizado com 10 % PD) e a menor no 

tratamento T3 (atomizado com 10 % da mistura PD e WPI), que corresponderam a teores de 

0,95 e 0,40 mg EAG · g
-1

 de amostra em base seca, respectivamente. Esse melhor desempenho 
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nas amostras liofilizadas pode ter ocorrido pela ausência de exposição à alta temperatura 

durante a sublimação, visto que a temperatura elevada é o fator que mais afeta a estabilidade 

das antocianinas (Wang e Xu, 2007). As perdas podem ser consequência da temperatura de 

secagem e das reações de oxidação, no entanto Tsai e Huang (2004) relataram a possível 

polimerização das antocianinas durante a secagem, sendo que o protocolo de análises 

empregado usado somente quantifica antocianinas monoméricas. A completa degradação das 

antocianinas a 60 °C e 90 % de umidade relativa na segunda semana, quando foram 

empregadas WPI, mostrou que esse encapsulante não resiste a exposição em condições 

extremas de estocagem, nem na forma atomizada, nem liofilizada. A maior estabilidade do 

produto foi encontrada com o emprego de somente a polidextrose como material 

encapsulante. 

Para os compostos fenólicos, avaliados nas duas temperaturas e umidades relativas, 

foi observada uma queda significativa dos seus teores nas duas primeras semanas, seguida de 

não variação de concentração, mostrando a estabilidade desse produto para esse período de 

tempo, em cada condição de estocagem. A estabilidade dos pós foram maiores com o uso da 

PD, correspodendo as maiores retenções, 80,9 e 74,9 %, respectivamente, quando 

encapsuladas por atomização e liofilização. As maiores concentrações de fenóis foram obtidas 

nos tratamentos liofilizados, indicando que as perdas dos compostos fenólicos ocasionadas na 

secagem por atomização estão relacionadas às altas temperaturas empregadas (Nesterenko et 

al., 2013), o que pode causar degradação e polimerização desses compostos (Chang et al., 

2006). 

Devido a multiplicidade dos sistemas antioxidantes contidos nos sistemas biológicos 

na matriz de alimentos, diferentes métodos são necessários para analisar diferentes 

características e mecanismos de reação desses sistemas complexos (Lutz et al., 2011). Neste 

estudo, três métodos (ABTS, DPPH e HRSA) foram usados para avaliar as propriedades 

antioxidantes do pó encapsulado do hibisco. Para a atividade antioxidante pode ser observado 

que quando a medida da atividade antioxidante foi realizada mediante DPPH e HRSA, a 

polidextrose foi a que melhor se comportou nessas condições de estocagem, com retenções 

para DPPH de 86 % na liofilização e 82 % na atomização, enquanto para HRSA, foi de 27 e 

26 %, respectivamente. Entretanto, quando foi medida a atividade por ABTS, a mistura de PD 

e WPI foi a que obteve melhores retenções, sendo também maior nas amostras liofilizadas 

(64,7 %). Dessa forma os resultados indicam a necessidade do uso de embalagens com baixa 

permeabilidade ao vapor de água e estocados a temperatura ambiente quando for a usar WPI 

como encapsulante. 
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Os teores de antocianinas monoméricas totais, compostos fenólicos totais e a 

atividade antioxidante por ABTS, DPPH e HRSA do extrato aquoso obtido por EAM dos 

cálices do hibisco foram 1,24 mg delfinidina-3-sambubiosídeo · g
-1

, 23,62 mg EAG · g
-1

, 93,21 µmol ET · 

g
-1

, 99,04 µmol TE · g
-1 

e 19,25 %, respectivamente. Logo após encapsulamento, as maiores 

concentrações de antocianinas (0,95 mg delfinidina-3-sambubiosídeo · g
-1

), atividade antioxidante por 

DPPH (89,04 µmol ET · g
-1

) e HRSA (14,31 %) foram na amostra T4 (liofilizado, 10 % PD) e 

fenólicos totais (21,06 mg EAG · g
-1

) e atividade antioxidante por ABTS (77,5 µmol ET · g
-1

) na 

amostra T6 (liofilizado, 5 % PD e 5 % WPI). Os conteúdos foram significativamente maiores 

no extrato de hibisco quando comparados com as micropartículas produzidas com diferentes 

materiais de parede (Tabela 3, Capítulo 3). Durante a estabilidade dos compostos no 

armazenamento em condições aceleradas, as melhores retenções finais para antocianinas 

monoméricas totais foram de 53,4 % na amostra liofilizada com PD a 75 % e 40 °C, 

compostos fenólicos totais de 80,9 % na amostra atomizada com PD a 75 % e 40 °C, 

atividade antioxidante por ABTS de 68 % na amostra atomizada com WPI a 75 % e 40 °C, 

atividade antioxidante por DPPH de 86,4 % na amostra liofilizada com PD a 90 % e 40 °C e 

atividade antioxidante por HRSA de 38,8 % na amostra liofilizada com WPI a 90 % e 60 °C, 

indicando que no geral, maiores temperaturas afetam mais a estabilidade do que altas 

umidades relativas.  

O tratamento liofilizado elaborado com 10 % de polidextrose foi o que resultou em 

maior retenção de antocianinas (77 %), atividade antioxidante por DDPH (90 %) e HRSA (74 

%), maior higroscopicidade (39,4 %) e menor diferença de cor (ΔE) em relação ao cálice de 

hibisco in natura, conforme pode ser observado nas Tabelas 1, 2 e 3 do Capítulo 3. 

Foi possível obter pós microencapsulados provenientes do extrato aquoso obtido por 

EAM dos cálices de hibisco, usando polidextrose e proteína isolada do soro de leite. Com os 

resultados obtidos, os pós microencapsulados podem ser considerados uma fonte de 

compostos funcionais, além de poderem ser utilizados como corante natural em produtos 

acidificados devido ao seu caráter ácido, empregado para garantir a estabilidade das 

antocianinas presentes. 
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PERSPECTIVAS 

 

 Verificar o efeito do tempo e da potência sobre as paredes celulares do cálice do 

hibisco;  

 Realizar estudos para separar o efeito da temperatura e das micro-ondas; 

 Realizar estudos de purificação no extrato aquoso para selecionar apenas os compostos 

bioativos;  

 Utilização de diferentes combinações de bgfvbmateriais de parede prebióticos na 

elaboração de micropartículas de extrato fenólico de hibisco;  

 Estudar outros parâmetros de atomização e concentrações dos agentes encapsulantes;  

 Estudar a aplicação em alimentos, como iogurtes, bebidas lácteas, gelatinas, e avaliar a 

estabilidade dos compostos bioativos nas mesmas. 
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